







学 位 の 種 類
学 位 記 番 号
学位授与年月日
学位授与の要件
研 究 科 専 攻
学位論文題 目
いの うえ ふか し












































論 文 内 容 要 旨
緒 言
遺伝子組換 え技術は遺伝子の持つ生物学的 ・生理学的機能の研究,疾 患モデル動物の作出,
家畜の品種改良,有 用物質の生産,さ らに再生医療への応用などに貢献 している。 しかしな
が ら,受 精卵の前核注入法では遺伝子相同組換えなどの遺伝子操作が行えない。 この点で,
マウスでは胚性幹(ES)細 胞が樹立されたことから,こ の細胞を用いることで遺伝子相同組
換えマウスの作出が可能 となった。現在 までにES細 胞はマウスで しか樹立されていないため,
この技術を利用 した遺伝子改変動物を作出するのはマウスに限られている。最近,体 細胞核
移植(SCNT)技 術を用いてヒツジが誕生 したことが報告され,核 移植により分化 した細胞で
ある体細胞核であっても個体 に発生する能力を維持 していることが証明された。これ以降,
他の動物種でも同様な研究が行われ,ウ シ,ブ タを含めた多 く動物種で体細胞クローン個体
が作出されている。SCNT技 術では,胎 子や成体の体細胞 ・培養細胞を用いて直接的に個体
を作出できる。 したがって,注 入核 として培養細胞を用いることで,あ らか じめ,体 外培養
条件で遺伝子を導入することが可能であ り,実 際,SCNT技 術を利用 したウシ,ヒ ッジ,ブ
タ等の遺伝子相同組換え動物が作出されている。 このように,SCNT技 術は農学分野におい
て育種改良面に与える恩恵は極めて高 く,こ の技術の実用化へ向けて研究が発展 している。
また,SCNT技 術は優秀な家畜の育種 ・改良ばか りでな く,生 命現象を理解する上で有用で
あると考えられる。 しかしなが ら,い ずれの種においてもSCNT技 術による個体作出効率は
低 く,さ らに生まれてきた個体に様々な異常が見 られ,残 された問題点が多い。
ウサギは,世 界で初めて胚移植に成功 した動物であ り,生 殖関係の研究で重用されており,
飼育しやす く周年繁殖で交尾排卵動物 ・多排卵動物である。さらに,ウ サギは中型動物であ
ることからSPF化 が容易である。そのため,多 種類の組換え蛋自質を生産させる動物 として
期待されており,医 学分野における実験モデル動物 として広 く利用されている。しか しなが
ら,ウ サギにおいてはいまだES 一細胞 は樹立されておらず,SCNT技 術による個体作出は2
例の報告があるに過ぎず,そ の後,世 界でこれらの研究成果を再現できていない。 したがっ




第1章 体 細 胞 核 移 植 胚 の 作 出 条 件
1997年 の ヒ ッ ジ で の 体 細 胞 ク ロ ー ン個 体 が 誕 生 して 以 来,
に お い て 体 細 胞 クロ ー ン個 体 が 誕 生 して い る。 しか しなが ら,
様 々 な 哺 乳 動 物
ウサ ギ に お い て
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は 胚 盤 胞 期 胚 を 作 出 し た 報 告 は 多 数 あ る が,個 体 作 出 に 至 っ た 報 告 は 同 一 グ ル
ー プ に よ る2報 の み で あ る 。 本 章 で は,SCNT技 術 に よ り核 移 植 胚 を 作 出 す
る た め の 諸 条 件 の 確 立 を 目 的 と し た 。
常 法 に よ り 日 本 白 色 種 雌 ウ サ ギ に 過 剰 排 卵 を 誘 起 し,ホ ル モ ン投 与 後16時
間 で 未 受 精 卵 子 を 採 取 し た 。 除 核 操 作 の た め に 卵 子 を サ イ ト カ ラ シD
25μg!mLで10分 間 処 理 後,UV照 封 下 あ る い はPoレScopeを 用 い て 観 察 し
な が ら 除 核 を 行 っ た(Fig.1)。 ・そ の 結 果,Pol-Scopeを 用 い る こ と で ヘ キ ス ト
染 色 後 にUV照 射 す る こ と な く紡 錘 体 を 確 認 す る こ とが 可 能 で あ り,除 核 率,融
合 率 お よ び 胚 盤 胞 期 胚 へ の 発 生 率 が い ず れ も 他 の 処 理 区 よ り 高 い 値 で あ っ た
(Table1)0
次 に,ド ナ ー 細 胞 と 除 核 細 胞 質 と の 細 胞 融 合 を 電 気 刺 激 で 行 っ た 。 電 気 刺 激
用 と して05mm幅 の 平 行 ワ イ ヤ ー 電 極 チ ャ ン バ ー を 用 い,チ ャ ン バ ー を100μM
Ca2+お よ びMg2+を 含 む0.320sm!kgの マ ン ニ トー ル(MO.32)液 で 満 た し,電 極 間
の 中 央 に 核 移 植 胚 を 静 置 し,電 気 刺 激 し た 。 ドナ ー細 胞 に は 新 鮮 な 卵 丘 細 胞 を
用 い た 。 電 圧(Table2),電 圧 幅(Table3)お よ び 回 数(Table4)の 条 件 を
調 べ た 結 果,400V/mm,100μsecの 電 気 パ ル ス を1回 付 加 す る 条 件 で 最 も 融 合 率
が 高 く,活 性 化 が 誘 起 さ れ な い 条 件 で あ る こ とが わ か っ た 。
続 い て,核 移 植 胚 に お け る 活 性 化 条 件 を 調 べ た 。 そ の 結 果,採 卵 後 活 性 処 理 を
施 す 時 期 が 過 剰 排 卵 処 置 後22時 間 で 最 適 で あ る こ とが わ か っ た(Table5)。
ま た,電 気 刺 激 を 付 加 し た 後2mM6一 ジ メ チ ル ア ミ ノ プ リ ン(6-DMAP)と シ ク
ロ ヘ キ シ ミ ド(CHX)5μg/mLで1時 間 処 理 す る 条 件 で,高 い 発 生率 が え られ た
(Fig.2)。 電気的 な活性化 処理の条件 として,MO.32液 内で150Vlmm,100μsecの 電気パルス
を8分 間 隔で4回 連 続付加 す る こ とで,核 移植胚 発生率 が高 い傾 向で あ った(Table6)。 さ らに,
電気 的な活 性化処 理 に用 い る溶液 として,低 浸透圧(0.170sm/kg)の グル コース液 を用い る こと
で高い発生率が得 られ た(Table7)。
次 に,ドナ ー核 の細胞 由来 による核移植 胚の発生率 を比較 した。培養 胎 子 繊 維 芽 細 胞 培 養
し て い な い 穎 粒 層 細 胞,培 養 条 件 の 異 な る2種 類 の 培 養 穎 粒 層 細 胞,培 養 し て
い な い 卵 丘 細 胞 お よ び 培 養 卵 丘 細 胞 の 核 を ド ナ ー と し て 核 移 植 し,胚 盤 胞 期 ま
で の 体 外 発 生 解 を 比 較 し た(Table8)。 そ の 結 果,融 合 率 に 差 が 見 られ た も の の,
胚 盤 胞 期 ま で の 発 生 率 に ドナ ー 細 胞 の 種 類 に よ る 影 響 は 認 め ら れ な か っ た 。 ま
た,核 移 植 胚 の 発 生 は,生 体 内 由 来 受 精 卵 の 体 外 発 生 と比 較 す る と ほ ぼ 同 様 の
発 生 パ タ ー ン を 示 し,核 移 植 由 来 胚 盤 胞 期 胚 は 形 態 的 に 受 精 卵 由 来 も の と 同 等
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で あ っ た(Fig.3)。
よ っ て,採 卵 時 に 得 ら れ,取 り扱 い が 容 易 で あ り,培 養 に よ る異 常 を 考 慮 し な く
て 良 い 卵 丘 細 胞 ・穎粒層細 胞の 核 を ドナ ー と し て 実 験 に 用 い る こ と と し た 。
第2章 胚 移 植 時 期 の 同 期 化
体 外 操 作 した胚 を仮 親 へ 移 植 す る場 合,仮 親 の 母 体 組 織 の 発 達 時期 に胚 自身 の
発 生 時 期 を 同 期 化 す る こ とが 重 要 で あ る。 一 般 に,体 外 操 作 した 胚 は 生 体 内 で
の 胚 に比 べ,胚 自身 の 発 生 速 度 が 遅 れ る こ とが 知 られ て い る。 この よ うな場 合,
胚 の 体 外 操 作 時 期 を 制 御 す る こ とで,仮 親 の 組 織 発 達 時 期 と胚 の 発 生 時 期 を 同
期 化 す る こ とが 可 能 で あ る と考 え られ る。 ウ サ ギ の 妊 娠 で は,妊 娠6日 目の 早
い時 期 に子 宮 に着 床 部 位 が 形 成 され,妊 娠7.5日 目で 着 床 が 開始 さ れ る。 そ こで
本 章 で は,体 外 培 養 した 核 移 植 胚 に適 した 胚 移 植 時期 の 決 定 を行 った 。
まず,最 初 に体 外 培 養 に よ り胚 発 生 が どの 程 度 遅 延 す る の か を調 べ る 目 的 で,
核 移 植胚 と交 配後16時 間 目 に採 卵 した 受 精胚 を96時 間 体 外 培 養 した 。培 養
1後,胚 の 直 径 お よび 細 胞 数 を計 測 し,両 者 間 お よ び 交 配 後4日 目 に採 取 した 受
精 胚 と比 較 した(Table9)。 そ の結 果,交 配 後4日 目 に採 取 した 胚 に比 べ,体 外
培 養 した 胚 で は 直 径 お よび 細 胞 数 共 に約4倍 の差 が 生 じ る こ とが わ か り,体 外
培 養 に よ り胚 の発 生 が 著 し く遅 延 す る こ とが 明 らか にな った 。
そ こで,胚 移 植 後,体 外 掃 作 した 核 移 植 胚 が 受 精 胚 と同 等 の 細 胞 数 に な る時 期
に っ い て 解 析 した5核 移 植 胚 と体 外 培 養 した 受 精 胚 を 体 外 培 養1日 目 に胚 移
植 した。 その 後,胚 移 植 後4日 目 お よ び6日 目 に胚 を 回収 し,移 植 した胚 の細
胞 数 を計 測 した。 そ の 結 果,胚 移 植 後4日 目 にお い て,核 移 植胚 と体 外培 養 した
受 精 胚 の 細 胞 数 は,交 配 後4日 目 に採 取 し た胚 の 細 胞 数 に達 して い な か っ た
(Fig。4)。 一 方,胚 移 植 後6日 目で は,核 移 植 胚 お よび体 外 培 養 した 受 精胚 いず
れ も交 配 後4日 目に採 取 した 胚 よ り細 胞 数 が増 加 し,体 内培 養5日 目で 同等 の
細 胞 数 に な る こ とが 示 され た 。 また,移 植 した胚 の形 態 も交 配 後4日 目 に採 取
した胚 と同 様 で あ っ た(Fig5)。
以 上 こ とか ら,核 移 植 胚 の 体 外 操 作 開始 時 期 を仮 親 の 準 備 開 始 時 期 よ り1日
速 め る こ とで,胚 移 植 時期 を 同期 化 す る こ とが で き る こ とが示 され た。
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第3章 体 細 胞 ク ロ ー ン胎 子 の 作 出
前 章 まで の 結 果 で,ウ サ ギ 体 細 胞 核 移 植 法 にっ い て,核 移 植 胚 の 作 出条 件 を 調
べ,電 気 融 合 条 件,活 性 化 法 お よび 仮 親 へ の胚 移 植 ス ケ ジ ュ ー ル の 同 期 化 法 を確
立 した 。 そ こで本 章 で は,作 出 し た核 移 植 胚 を仮 親 に胚 移 植 し,体 細 胞 ク ロ ー ン
個 体 の 作 出 を行 っ た 。
核 移 植 胚 を体 外 培 養18時 間 目で2細 胞 期 の胚 と4細 胞 期 の胚,お よび24時
間 目で4細 胞 期 胚 の3種 類 を,偽 妊 娠 誘 起 した仮 親 に胚 移 植 した。 偽 妊 娠 の
誘 起 を第2章 の 結 果 に基 づ き,仮 親 の 妊 娠 時期 と移 植 胚 の 発 生 時 期 を同 期 化 す
るた め,体 外操 作 開 始 時 期 よ り1日 後 に行 った。 胚 移 植 は,両 側 卵 管 に それ ぞれ
約5～20個 ず つ の 胚 を注 入 す る こ とで 行 っ た。 胚 移 植 後11日 目 に,子 宮 よ り
受 胎 産 物 を摘 出 し た。 そ れ らを 正 常 胎 子,発 生 遅 延 胎 子,異 常 胎 子 等 に分 類 した
(Fig.6)。 そ の結 果,体 外 培 養18時 間 目の4細 胞 期 胚 の胚 移 植 を 行 う こ とで
着 床 率 に高 い傾 向が 認 め られ(Table11),2例 で は あ る が,妊 娠11日 目 に核 移
植胚 由 来 の胎 子 が得 られ た(Fig7)。 以 上,確 立 したSCNT技 術 で 作 製 した核
移 植胚 か ら生 存 胎子 を作 出 す る こ とに成 功 した 。
第4章 核 移 植 胚 の 発 生 能 ・遺 伝 子 発 現 の 解 析
前 章 まで の結 果 で,作 出 した核 移 植 胚 を胚 移 植 す る こ と に よ り胎 子 を得 る こ と
に成 功 した。 しか しな が ら,作 出 効 率 は極 め て 低 い もの で あ っ た 。 マ ウ ス で は,
ドナ ー細 胞 の 種 類 が 着 床 期 以 降 の 胚 発 生 に 影 響 を 与 え,さ らに 核 移 植 胚 に遺 伝
子 発 現 異 常 が あ る こ とが 報 告 さ れ て い る。 これ らの こ と は,核 移 植 胚 作 出 方 法
や 核 移 植 胚 の 体 外培 養 条 件 に よ って そ の後 の 遺 伝 子 発 現 が 影 響 を受 け る こ とを
示 唆 して い る。 そ こで 本 章 で は,同 一 細 胞 を異 な る培 養 系 で誘 導 し2種 類 の 細
胞 を 作 製 し,そ れ ぞ れ を ドナ ー細 胞 核 と して 核 移 植 を 行 い,得 られ た 核 移 植 胚 の
体 外 発 生 と発 現 遺 伝 子 の 相 違 を 調 べ,ド ナ ー 細 胞 の 培 養 系 が どの よ うに 核 移 植
胚 の発 生 に影 響 を及 ぼ す か を 解析 した。
胞 状 卵 胞 よ り採 取 した 穎 粒 層 細 胞 をhCG(101UlmL)添 加 した 区[培 養 穎 粒 層 細
胞(+)】 あ るい は非 添 加 区 【培 養 穎 粒 層 細 胞(一)]の2区 を 設 け,84時 間 体 外 培 養
した。 得 られ た3区 の細 胞 を ドナ ー 細 胞 核 と して 核 移 植 した。 体 外 培 養 後96
時 間 目 に得 られ た胚 盤 胞 期 胚 の遺 伝子 発現 解 析 を 定量 的RT-PCRで 行 っ た。
培 養 穎 粒 層 細 胞(+)で は,培 養 経 過 と共 に 〆50∫cc発 現 量 とプ ロ ジ ェ ス テ ロ ン
分 泌 量 が 増 加 した が,培 養 穎 粒 層 細 胞(一)で は減 少 した(Fig8)。 これ らの 細 胞
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を 用 い て核 移 植 を 行 っ た 結 果,胚 盤 胞 期 へ の 発 生 率 とそ の細 胞 数 に 差 は認 め ら
れ な か っ た(Tablell)。 得 られ た 胚 盤 胞 期 胚 に お い て,初 期 発 生 に 関 わ る遺
伝 子 発 現 を 解析 した(Fig.9)。oc∫3/4の 発 現 が 全 て の胚 にお い て検 出 され た 。
わ〃ψ4は 受 精 胚 で発 現 して い た が,培 養 穎 粒 層 細 胞(一)と 培 養 穎 粒 層 細 胞(+)由 来
核 移 植 胚 で は 発 現 して い な か った 。 ま た,8α ∫α4は 培 養 穎 粒 層 細 胞(一)由 来 核 移
植 胚 で 発 現 して い た が,培 養 穎 粒 層 細 胞(+)由 来 の もの で は発 現 して い な か った 。
これ に対 し,!8!72は 培 養 穎 粒 層 細 胞(+)由 来 核 移 植 胚 で 発 現 して い た が,培 養
穎 粒 層 細 胞(一)由 来 の も の で は発 現 して い なか っ た 。 これ らの 結 果,両 者 の 培 養
細 胞 由来 核 移 植 胚 にお け る遺 伝 子 発 現'に明 らか な 相 違 が 認 め られ た 。
以 上 の 結 果,同 一 細 胞 由 来 で あ っ て も,異 な る条 件 の 体 外 培 養 系 を 経 た 細 胞 を
ドナ ー 細 胞 核 と して 核 移 植 を 行 う と,得 られ た 核 移 植 胚 に お け る遺 伝 子 発 現 パ
タ ー ンが 変 化 す る こ とが 示 され た 。 し た が って,核 移 植 胚 作 出 に と もな う ドナ
ー 細 胞 の 培 養 ・維 持 が
,体 細 胞 ク ロ ー ン個 体 作 出効 率 を 低 下 さ せ る原 因 の 一 っ
で あ る可能 性 が推 察 され た 。
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本 研 究 で は,体 細 胞 核 移 植 由 来 ウサ ギ を 作 出 す る こ とを 目的 と しそ,体 細 胞 核
移 植 胚 の 作 出条 件 を確 立 し,胚 移 植 を行 った 。そ の結 果,以 下 の成 果 が 得 られ た 。
1.ウ サ ギ 体 細 胞 核 移 植 胚 作 出 の た め の 以 下 の 条 件 を 確 立 した 。
・除 核 の 確 認 法:Pol-Scope
・細 胞 融 合 条 件:400Vlmm ,100μsec,1回
・活 性 化 条 件:過 剰 排 卵 誘 起 後22時 間 で 付 加
150Vlmm,100μsec,4回,8分 間 隔
低 浸 透 圧 グ ル コ ー ス 液
電 気 刺 激 後,6-DMAPICHX処 理1時 間
2.胚 移 植 の 同 期 化 と し て,体 外 操 作 時 期 を1日 早 め る 。
3.体 外 培 養18時 間 で4細 胞 期 核 移 植 胚 を 胚 移 植 し た 結 果,妊 娠ll日 目 で,体
細 胞 ク ロ ー ン 個 体 が 得 ら れ た 。
4.同 じ 由 来 の 細 胞 で も,異 な る 条 件 で 体 外 培 養 す る こ と で,作 出 し た 胚 盤 胞 期
胚 に お け る 遺 伝 子 発 現 パ タ ー ン が 影 響 を 受 け る 。
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本 研 究 の 成 果 は,核 移 植 胚 の発 生 速 度 と着 床 能 に 相 関 が あ る こ と,体 細 胞 核 移
植 に お け る ドナ ー細 胞 培 養 系 が そ の後 の 遺 伝 子 発 現 に 影 響 を与 え る こ とを は じ
め て 明 らか に した も の と評 価 で き る。 本 研 究 で 得 られ た 知 見 は,ウ サ ギ 体 細 胞
核 移 植 技 術 な らび に遺 伝 子 相 同 組 換 え ウサ ギ 作 出 の た め の今 後 の研 究 に大 き く













































陰 ＼・ △1'へ ・ 『
.一一囎.瞥 軸鱒齢.. 、詣 乙!'洩'"







































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































potencyofrabbitembryos.CloningandStemCells.2004(投 稿 準 備 中).
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論 文 審 査 結 果 要 旨
ウサギは,世 界で初 めて胚移植に成功 した動物であり,実 験モデル としての歴史が古く,情 報量が
豊富にある。さらに中型動物であることからSPF化 が容易である。そのため多種類の組換え蛋白質を
生産させる動物として期待されている。しかしながら,ウ サギにおいて胚性幹細胞は樹立されてお ら




(1)SCNT技 術により核移植胚を作出するための諸条件を確立 した。(2)体 外培養 した核移植胚に
適 した胚移植時期の決定を行い,仮 親の準備開始時期 を核移植胚の体外操作開始時期か ら1日 遅 らせ
ることで,胚 移植時期を同期化することができることを明 らかにした。(3)作 出した核移植胚を仮親
に胚移植 し,体 細胞 クロー ン個体の作出を行い,2例 ではあるが,妊 娠11日 目に核移植由来の胎子
が得られた。(4)同 一細胞を異なる培養系で誘導 し2種 類の細胞を作製 し,そ れぞれ を ドナー細胞核
として核移植 を行い,得 られた核移植胚の体外発生と発現遺伝子の相違を調べ,ド ナー細胞の培養系
がどのように核移植胚の発生に影響を及ぼすかを解析 し,同 一細胞 由来であっても,異 なる条件の体
外培養系を経た細胞を ドナー細胞核 として核移植を行 うと,得 られた核移植胚における遺伝子発現パ
ターンが変化することを明らかにした。
本研究の成果は,核 移植胚の発生速度 と着床能 に相関があること,SCNTに おける ドナー細胞培養
系がその後の遺伝子発現に影響を与えることをはじめて明 らかにしたものであ り,応 用動物科学にお
いて高く評価できる。よって博士(農 学)の 学位 を授与できるものと判定 した。
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